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Verfahren zur Untersuchung von Cytosin-Methylierungen in 
DNA-Sequenzen mittels hemimethylierungssensitiver Re- 

striktionsenzyme 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Un- 
tersuchung von Cytosinmethylierungen in DNA-Sequenzen. 

Hintergrund der Erfindung 
5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modif izierte 
Base in der DNA eukaryontischer Zellen. Sie spielt eine 
wichtige biologische Rolle, u.a. bei der Transkriptions- 
regulation, beim genetischen Imprinting und in der Tumor- 
genese (zur Obersicht: Millar et al.: Five not four: 
History and significance of the fifth base. In: The Epi- 
genome, S. Beck and A. Olek, eds.: The Epigenome. Wiley- 
VCH Verlag Weinheim 2003, S. 3-20). Die Identif izierung 
von 5-Methylcytosin als Bestandteil genetischer Informa- 
tion ist daher von erheblichen Interesse. Ein Nachweis 
der Methylierung ist allerdings schwierig, da Cytosin und 
5-Methylcytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten auf- 
weisen. Viele der herkommlichen, auf Hybridisierung beru- 
henden Nachweisverf ahren vermogen daher nicht zwischen 
Cytosin und Methylcytosin zu unterscheiden. Zudem geht 
die Methylierungsinformation bei einer PCR-Amplif ikation 
vollstandig verloren. 

Die gebrSuchlichen Methoden zur Methylierungsanalyse ar- 
beiten im wesentlichen nach zwei unterschiedlichen Prin- 
zipien. Zum einen erfolgt eine selektive chemische Dm- 
wandlung von nicht -me thylierten Cytosinen in Uracil (Bi- 
sulfit-Behandlung) , zum anderen werden methylierungsspe- 
zifische Restriktionsenzyme benutzt. Die ehzymatisch oder 
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chemisch vorbehandelte DNA wird dann meist amplif iziert 
und kann auf unterschiedliche Weise analysiert werden 
(zur Obersicht: WO 02/072880 S. 1 ff ) . 

Die herkommlichen Verfahren leiden unter mehreren 
Nachteilen. So ist die Bisulf itbehandlung zeit- und ar- 
beitsaufwendig. Zudem besteht die M6glichkeit r dass die 
DNA nur unvollstandig umgesetzt und auBerdem zum Teil de- 
gradiert wird. Eine Quantif izierung ist sowohl bei der 
chemisch wie bei der enzymatisch vorbehandelten DNA 
schwierig. Erforderlich hierzu ist eine Amplif ikation, 
meist eine PCR. Dieser zusatzliche Arbeitsschritt ist mit 
mehreren Problemen verbunden, etwa der Gefahr einer be- 
vorzugten Amplif ikation bestimmter Sequenzen (sog. „Bi- 
as^). 

Das erfindungsgemafie Verfahren erfordert dagegen keine 
Amplif ikation und erlaubt so eine schnellere und einfa- 
chere Analyse als die herkommliche Methodik. Es erm5g- 
licht zudem eine Quantif izierung. Im erf indungsgemaBen 
Verfahren wird die zu untersuchende DNA mit Oligonukleo- 
tiden eines definierten Methylierungszustandes hybridi- 
siert. Dabei entstehen je nach Methylierungsstatus der zu 
untersuchenden DNA xind der Oligonukleotide Hybride, die 
auf beiden DNA-Strangen entweder den gleichen oder einen 
unterschiedlichen Methylierungszustand besitzen. An- 
schlieBend werden die Hybride mit Restriktionsenzymen um- 
gesetzt, wobei die Restriktion von dem Methylierungs- 
zustand der Hybride abhangig ist. Ober unterschiedliche 
Detektionsmoglichkeiten kann dann auf den Methylie- 
rungsstatus der DNA geschlossen werden. 
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Eine Hybridbildung und eine anschliefiende, unterschiedli- 
che Restriktion der unterschiedlich methylierten Hybride 
wird auch bei dem sog. Genomic Mismatch Scanning (GMS) 
benutzt.- Hierbei handelt es sich urn ein. Verfahren zur De- 
tektion von Polymorphismen. Dabei werden die DNA-Strange 
zweier unterschiedlicher Individuuen miteinander hybridi- 
siert, wobei die DNA eines Individuums zuvor durch Ein- 
satz von Enzymen ktinstlich methyliert wurde. Die entstan- 
denen Homohybride werden dann anschliefiend enzymatisch 
verdaut, wahrend die Heterohybride weiter analysiert wer- 
den (siehe etwa: Nelson et al. : Genomic mismatch scan- 
ning: a new approach to genetic linkage mapping. Nat Ge- 
net. 1993 May; 4(1) :ll-8) . Die kunstliche Methylierung und 
die anschliefiende Restriktion dienen hier also der Iso- 
lierung der Heterohybride. Eine Nutzung der unterschied- 
lichen Restriktion unterschiedlich methylierter DNA- 
Hybride zur quantitativen Analyse der naturlichen DNA- 
Methylierungsmuster ist bisher noch nicht beschrieben. 

B e s chr e ibung 

Im erfindungsgemafien Verfahren wird die zu untersuchende 
DNA mit Oligonukleotiden eines definierten Methylie- 
rungsstatus hybridisiert und anschliefiend mit bestimmten 
Restriktionsenzymen umgesetzt. Die Restriktionsenzyme 
sind in der Lage, CpGrSequenzen zu erkennen und zudem he- 
mimethylierte DNA-Doppel strange entweder von unmethylier- 
ten oder von homomethylierten DNA-Doppelstrangen zu un- 
terscheiden. Diese Restriktionsenzyme werden im folgenden 
als hemimethylierungssensitiv bezeichnet. Die Begriffe 
hemimethyliert, hojnomethyliert, unmethyliert und defi- 
nierter Methylierungsstatus sind wie folgt zu verstehen: 
Sind die Cytosine in den zu untersuchenden CpG-Position 
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methyliert, so bilden sie mit Oligonukleotiden, deren 
entsprechende CpG-Position nicht methyliert ist, Doppel- 
st range , bei denen diese spezielle CpG-Position nur auf 
einem Strang methyliert (hemimethyliert) ist. Das gleiche 
gilt far Hybride aus entsprechend methylierten Oligo- 
nukleotiden und unmethylierter zu untersuchender DNA. 
Sind dagegen sowohl Oligonukleotid wie auch DNA an der 
CpG-Position methyliert, so resultiert ein auf beiden 
Seiten methylierter Doppelstrang (Homomethylierung) . Um- 
gekehrt entstehen, wenn die CpG-Positionen sowohl in der 
zu untersuchenden DNA wie auch im Oligonukleotid unmethy- 
liert sind, unmethylierte Doppelstrange. Die Begriffe 
hemimethyliert, homomethyliert und unmethyliert 
beschreibeh im folgenden also nicht den Gesamt- 
Methylierungszustand der DNA, sondern nur den Zustand an 
einzelnen CpG-Positionen innerhalb der DNA. Unter einem. 
definierten Methylierungsstatus ist zu verstehen, dass 
die Cytosine der eingesetzten Oligonukleotide in den CpG- 
Positionen, die den zu untersuchenden CpG-Positionen in 
der DNA entsprechen, entweder unmethyliert Oder an der 5- 
Position methyliert vorliegen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Methylierungsanalyse 
besteht aus folgenden vier Schritten: 

a) die zu untersuchende DNA wird an Oligonukleotide eines 
definierten Methylierungsstatus hybridisiert, 

b) die Hybride werden mit mindestens einem hemimethylie- 
rungssensitiven Restriktionsenzym umgesetzt, 

c) es wird detektiert, ob eine Restriktion stattgef unden 
hat, 
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d) es wird auf den Methylierungszustand der untersuchten 
DNA ges chlos sen. 

Im ersten Schritt des erf indungsgemafien Verfahrens wird 
die zu untersuchende DNA an Oligonukleotide hybridisiert . 
Dies kann sowohl in LSsung wie auch an einer Festphase 
erfolgen. Die zu untersuchende DNA kann aus unterschied- 
lichen Quellen stammen. Fur diagnostische Zwecke konnen 
als Ausgangsmaterial u.a. Gewebeproben, aber auch Korper- 
fliissigkeiten, insbesondere Serum, dienen. Denkbar ist 
auch, die DNA aus Sputum, Stuhl, Urin oder Gehirn- 
Ruckenmarks-Flussigkeit zu verwenden. Bevorzugt wird die 
DNA aus den biologischen Proben isoliert. Die DNA- 
Extraktion erfolgt nach Standardmethoden, aus Blut etwa 
unter Verwendung des Qiagen UltraSens DNA Extraktions- 
Kits. Die isolierte DNA wird dann etwa durch Umsatz mit 
herkommlichen (nicht hemimethylierungssensitiven) Re- 
striktionsenzymen f ragmentiert . Die Reaktionsbedingungen 
und die in Frage kommenden Enzyme sind dem' Fachmann be- 
kannt und ergeben sich etwa aus den von den Herstellern 
mitgelieferten Protokollen. 

Je nach dem spater zu verwendenden Restriktionsenzym sind 
die Oligonukleotide an den Cytosin-Positionen, die von 
dem Restriktionsenzym erkannt werden, unmethyliert oder 
an der 5-Position methyliert. FUr eine quantitative Ana- 
lyse werden sowohl methylierte wie auch unmethylierte 0- 
ligonukleotide eingesetzt (s.u.). Die Synthese von ent- 
sprechend unmethylierten und methylierten Oligonukleoti- 
den gehQrt zum Stand der Technik. in einer weiteren be- 
vorzugten Variante werden mehrere Oligonukleotide unter- 
schiedlicher Sequenz verwendet, so dass eine Untersuchung 
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mehrerer Methylierungspositionen gleichzeitig mOglich 
ist. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm tragen die Oligo- 
nukleotide zudem mindestens eine nachweisbare Markierung. 
Dabei ist dem Fachmann eine Vielzahl moglicher Markierun- 
gen bekannt. So ' konnen etwa Farbstoffe, Fluoreszenzmar- 
kierungen, Radionuklide, elektrische Ladungstrager oder 
im Massenspektrometer nachweisbare Markierungen einge- 
setzt werden. Denkbar sind auch Pept id-Mar kierungen, die 
indirekt durch Bindung eines anders markierten Antikor- 
pers nachgewiesen werden. Es sind auch chemische Markie- 
rungen moglich, die durch nachfolgende Umsetzung niit ei- 
nem anders markierten Mar kermole kill sichtbar gemacht wer- 
den. Viele andere Markierungsmoglichkeiten gehoren eben- 
falls zum Stand der Technik. Bevorzugt tragen die Oligo- 
nucleotide unterschiedlicher Sequenz oder unterschiedli- 
chen Methylierungsstatus unterschiedliche Markierungen. 

In einer besonders bevorzugten Variqinte tragt das Oligo- 
nukleotid auf der einen Seite der Restriktionsstelle ei- 
ner Fluoreszenzfarbstoff und auf der anderen Seite einen 
sog. „Quencher". Erfolgt eine Restriktion, so werden 
Farbstoff und Quencher getrennt, so dass das Farbstoff- 
25 signal detektiert werden kann (Abb.l). Einsetzbare Farb- 
stoff e und Quencher sind dem Fachmann bekannt. 

Die Oligonukleotide sind bevorzugt an eine Festphase ge- 
bunden. Die Art der Festphase und der Festphasenkopplung 
30 sind Stand der Technik. So kann es sich bei den Festpha- 
sen etwa um f unktionalisierte Polymere, Metalle, Glas o- 
der Halbleiter wie Silicium handeln. Das Anbinden der 0- 
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ligonukleotide kann u.a. ttber bifunktionale Linkermolektt- 
le erfolgen, die an eine silanisierte Oberflache gebunden 
werden oder etwa ttber Thioate oder Thiolmodif ikationen im 
Oligonukleotid an Bromacetyl-derivatisierte Oberflachen 
oder Gold. Bevorzugt sind die Oligonukleotide unter- 
schiedlicher Sequenz oder unterschiedlichen Methylie- 
rungsstatus raumlich soweit voneinander entfemt, dass 
eine getrennte Detektion moglich ist. 

In einer anderen bevorzugten Ausftthrungsform werden die 
Oligonukleotide auf eine sensitive Oberflache aufge- 
bracht, deren physikalische oder chemische Eigenschaf ten 
sich bei einer Restriktion meJibar verandern. Zu diesen 
meflbaren Eigenschaf ten gehoren etwa die Leitf ahigkeit , 
die Eigenfrequenz oder die Oberf lachenspannung . In einer 
besonders bevorzugten Variante besteht diese Oberflache 
aus einem Piezo-Kristall. Die Anbindung von DNA an Piezo- 
Kristalle ist dem Fachmann bekannt (zur Obersicht: Skla- 
dal: Piezoelectric Quartz Crystal Sensors Applied for Bi- 
oanalytical Assays and Characterisation of Affinity Inte- 
ractions. J. Braz. Chem. Soc, Vol. 14 , Nr.4 7 4 91-502, 
2003) . 

Die Hybrisierung der Oligonukleotide mit der zu untersu- 
chenden DNA erfolgt unter Standardbedingungen. 

Im zweiten Schritt des erf indungsgemafien Verfahrens wer- 
den die Hybride mit hemimethylierungssensitiven Restrik- 
tionsenzymen umgesetzt. Die Auswahl der Restriktionsenzy- 
me erfolgt nach der Sequenzspezif itat der Enyzme und nach 
der zu untersuchenden diagnostischen oder wissenschaf tli- 
chen Fragestellung. Bevorzugt werden dabei Enzyme einge- 
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setzt, die unmethylierte und hemimethylierte DNA bevor- 
zugt gegenuber homomethylierter DNA schneiden. Geht man 
in diesem Fall von methylierten Oligonukleotiden aus f so 
kGnnen methylierte und unmethylierte Cytosinpositionen in 
der zu untersuchenden DNA unterschieden werden. Denn die 
methylierte DNA bildet mit den methylierten Oligonukleo- 
tiden homomethylierte Hybride, die von dem Restriktions- 
enzym nicht geschnitten werden. Bei unmethylierter DNA 
entstehen dagegen hemimethylierte Hybride, die vom dem 
Restriktiohsenzym erkannt und umgesetzt werden. Geht man 
dagegen von unmethylierten Oligonukleotiden aus, so ent- 
stehen mit der methylierten DNA hemimethylierte Hybride 
und mit der unmethylierten DNA unmethylierte Hybride. 
Beide Hybride werden von dem Enzym geschnitten, so dass 
eine Unterscheidung zwischen methylierter und unmethy- 
lierter DNA bei Verwendung nicht -methylierter Oligos in 
diesem Fall nicht moglich ist. Der Einsatz der nicht - 
methylierten Oligonukleotide neben dem Einsatz methylier- 
ter Oligonukleotide derselben Sequenz erlaubt jedoch eine 
Quantifizierung des Verfahrens. Aus dem Verhaltnis beider 
Signale lafit sich das.. Verhaltnis zwischen Gesamt DNA und 
methylierter DNA berechnen. Eine solche Quantifizierung 
ist einfach moglich, etwa wenn methylierte und unmethy- 
lierte Oligonukleotide mit unterschiedlichen Markierungen 
versehen oder wenn sie raumlich getrennt an eine Festpha- 
se gebunden sind (Abb. 2). Dem Fachmann ist bekannt, wie 
er Angaben zu Enzymen erhalt, die in dieser Ausftihrungs- 
form einsetzbar sind. Insbesondere bietet die REBASE- 
Datenbank (http://rebase.neb.com/) vielfaltige Informati- 
onen zu hemimethylierungssensitiven Restriktionsenzymen . 
Bevorzugt ist die Verwendung der foigender Enyzme: Acsil; 
Adel; Ascl.; HinPI; Clal; Ecil; HinPlI; Hpy99I; Nrul; 
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RsrII; Sail. Die Restriktionsstellen dieser Enzyme sind 
im Anhang aufgefuhrt. Reaktionsbedingungen der enzymati- 
schen Umsetzung sind Stand der Technik und ergeben sich 
etwa aus den von den Herstellern gelieferten Protokollen. 

In einer anderen Aus fiihrungs form des erfindungsgemSBen 
Verfahrens werden Enzyme eingesetzt, die bevorzugt un- 
methylierte DNA gegentiber hemimethylierter und homomethy- 
lierter DNA schneiden. Erforderlich ist dann die Verwen- 
dung unmethylierter Oligonukleotide (bzw. zur Quantifi- 
zierung zusatzlich der Einsatz methylierter Oligonukleo- 
tide) . Nahere Informationen zu einsetzbaren Enzymen sind 
iiber die oben genannten Quellen verfugbar. 

Sofern entsprechende Enzyme zur Verfxigung stehen, ist es 
prinzipiell auch denkbar, mit Enzymen zu arbeiten, die 
keine unmethylierte, aber hemimethylierte und homomethy- 
lierte DNA bzw. keine unmethylierte und hemimethylierte, 
aber homomethylierte DNA schneiden. 

Es ist naheliegend, dass fur das erf indungsgemaBe Verfah- 
ren auch biologisch aktive Fragmente oder Modif ikationen 
der Enzyme eingesetzt werden kSnnen. Mit zunehmendem Er- 
folg des Enzymdesigns ist auch die Verwendung speziell 
zum Zwecke dieser Erfindung konstruierter Enzyme denkbar. 

ErfindungsgemaB ist es auch, mehrere unterschiedliche Re- 
striktionsenzyme gleichzeitig oder nacheinander in Kombi- 
nation mit verschiedenen Oligonukleotiden einzusetzen, um 
so den Methylierungszustand mehrerer unterschiedlicher 
Cytosinpositionen zu untersuchen. 
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Im dritten Schritt des erfindungsgemafien Verfahrens er- 
folgt die Detektion. Dieser Schritt erfolgt je nach Ver- 
suchsansatz riach dem Stand der Technik. Werden markierte 
Oligonukleotide eingesetzt, so konnen die Markierungen 
entweder der ungeschnittenen Oligonukleotide Oder der Re- 
striktionsfragmente detektiert werden. Bei einer Festpha- 
senanwendung ist es zudem mSglich, die Restriktionsfrag- 
mente nachzuweisen, die sich in LSsung befinden oder die 
Fragmente, die an der Festphase gebunden sind (etwa bei 
Verwendung eines Quenchers) . Bei Kopplung der Oligonukle- 
otide an eine sensitive Oberflache werden die sich durch 
die Restriktion verandernden chemischen oder physikali- 
schen Eigenschaften gemessen. 

Aus dem detektierten Signal wird dann im vierten Schritt 
auf den Methylierungsstatus der DNA geschlossen und der 
Anteil der methylierter DNA bestimmt. 

Werden krankheitsspezif ische Cytosinpositionen unter- 
sucht, so eignet sich das erf indungsgemaJJe Verfahren ins- 
besondere auch zur Diagnose von Krebserkrankungen oder 
anderen mit einer Veranderung des Methylierungsstatus as- 
soziierten Krankheiten. Hierzu gehdren u.a. CNS- 
Fehlfunktionen, Aggressionssymptome oder Verhaltenssto- 
rungen; klinische, psychologische und soziale Konsequen- 
zen von Gehirnschadigungen; psychotische Storungen und 
Pers5nlichkeitsst6rungen; Demenz und/oder assoziierte 
Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und 
Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des Atmungs systems; Verletzung, Entztindung, In- 
fektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, 
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Schadigung Oder Krankheit des Korpers als Abweichung im 
Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krank- 
heit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes oder der 
Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadi- 
• 5 gung oder Krankheit; Kopf schmerzen oder sexuelle Fehl- 
funktion. Das erf indungsgemaBe Verfahren eignet sich au- 
flerdem zur Vorhersage von unerwiinschten Arzneimittelwir- 
kungen und zur Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben 
oder zur Untersuchung der Zelldif f erenzierung. 

1Q 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung hemi- 
methylierungssensitiver Restriktionsenzyme zur Methylie- 
rungsanalyse und zum Nachweis der oben genannten, mit ei- 
ner Veranderung des Methylierungsstatus assoziierten 
15 Krankheiten, insbesondere die Verwendung der Enzyme: Ac- 
sil; Adel; AscI; HinPI; Clal; Ecil; HinPlI; Hpy99l; Nrul; 
RsrII; Sail zu den oben genannten Zwecken. 
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Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfindung besteht in 
einen Teststreif en, auf dem Oligonukleotide mit einem un- 
terschiedlichen Methylierungsstatus und/ oder einer un- 
terschiedlichen Sequenz immobilisiert sind. Dieser Test- 
streifen wird in einer temperierten Minikaramer mit der zu 
untersuchenden DNA hybridisiert - Restriktion und Detekti- 
25 on erfolgen anschliefiend in einem Schritt, etwa in einer 
Kttvette, in der die Absorbtionsspektren der verwendeten 
Farbstoffe gemessen werden (Abb. 3). In einer anderen be- 
vorzugten Ausfiihrungsf orm diffundieren die Restriktions- 
fragmente zu einer weiteren Phase und fiihren dort zu 
30 nachweisbaren Folgereaktionen. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Kit, 
bestehend aus unterschiedlichen, immobilisierten Oligo- 
nukleotiden, mindestens einem hemimethylierungssensitiven 
Restriktionsenzym und den erf orderlichen Restriktionspuf - 
fern. 

Anwendungsbeispiel 
Das folgende Beispiel soil die Anwendung des erfindungs- 
gemafien Verfahrens zur Charakterisierung von Tumoren ver- 
anschaulichen. Ein Tumor tritt in zwei unterschiedlichen 
Typen (A und B) auf, die jeweils eine unterschiedliche 
Behandlung erfordern. Die beiden Typen sind jedoch nicht 
ohne wei teres aufgrund morphologischer Merkmale zu diag- 
nostizieren; sie unterscheiden sich aber durch ihren Me- 
thylierungsst/atus: ein CpG-Basenpaar, das innerhalb der 
Basenfolge GCGC in der Mitte eines bekannten Sequenzkon- 
textes liegt, ist in Tumortyp A methyliert, wahrend es im 
Typ B nicht methyliert vorliegt. Zur. Untersuchung wird 
die DNA aus dem Tumorgewebe mit einem kommerziell erhalt- 
lichen Kit extrahiert. Es erfolgt eine thermische Denatu- 
rierung der DNA und eine anschlieBende Hybridisierung mit 
einer exakten 1:1 Mischung der beiden synthetischen Oli- 
gomere C und D. Diese besitzen die gleiche Basensequenz 
( komplementar zu der zu untersuchenden DNA) , unterschei- 
den sich jedoch im Methylierungsstatus . Das CpG, das dem 
CpG entspricht, dessen Methylierung bestimmt werden soli, 
ist bei C unmethyliert , bei D methyliert. C und D tragen 
unterschiedliche Fluoreszenz-Farbstof f-Quencher-Kombin- 
ationen, wobei sich jeweils an einem Ende des Oligonukle- 
otids der Farbstoff und an dem anderen .Ende ein Quencher 
befindet, der eine Detektion des Farbstoff s verhindert. 
Nach der Hybrisierung erfolgt eine Restriktion der gebil- 
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deten DNA-Oligonukleotid-Hybride. Dazu wird zu der DNA 
eine hohe Menge des hemimethylierungssensitiven Restrik- 
tionsenzyms HinPI hinzugefiigt. Dieses Enzymes schneidet 
im Sequenzkontext GCGC hemimethylierte und unmethylierte 
DNA, nicht jedoch homomethylierte DNA. Mit Hilfe eines 
temperierten Fluoreszenzphotometers wird die Zunahme der 
beiden (nicht mehr durch den Quencher blockierten) Farb- 
stoffe bei Fortschritt der Reaktion mit der Zeit gemes- 
sen. Nur die Kombination aus methylierter DNA aus dem Tu- 
morgewebe mit methylierten Oligomeren, in diesem Falle 
also A und D, ftihrt zu beidseitig methylierter DNA. Diese 
DNA wird von dem Restriktionsenzym nicht geschnitten, so 
dass kein Farbstoff freigesetzt wird. Der Anteil der me- 
thylierten DNA in der untersuchten Tumorprobe lafit sich 
durch das Verhaltnis der f reigesetzten Farbstoff der bei- 
den Oligonukleotide D und C bestimmen. Dieser Wert er- 
laubt eine Aussage uber den Tumortyp und somit eine opti- 
male Behandlung. 

Kurze Beschreibung der Figuren 
Fig.l zeigt eine bevorzugte Ausf tihrungsf oi^n der Erfindung 
unter Verwendung eines Farbstoff -Quencher-Paares . Dabei 
ist ein methyliertes Oligonukleotid an eine Festphase ge- 
bunden. Das Oligonukleotid tragt einen Farbstoff (Funf- 
eck) und einen Quencher (Viereck) . Die zu untersuchende 
DNA wird an die Oligonukleotide hybridisiert. Anschlie- 
fiend erfblgt der Umsatz mit einem Restriktionsenzym. Ist 
die zu untersuchende DNA unmethyliert r so wird das Hybrid 
geschnitten. Farbstoff und Quencher werden getrennt, und 
ein Signal kann detektiert werden. 
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Fig. 2 zeigt eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm der Erfin- 
dung. Dabei werden zwei unterschiedliche Typen von Oligo- 
nukleotiden verwandt. Beide Oligonukleotide haben die 
gleiche Basensequenz. Sie unterscheiden sich allerdings 
in ihrem Methylierungsstatus und tragen unterschiedliche 
Farbstoffe (Kreis bzw. Funfeck) . An die Oligonukleotide 
wird die zu untersuchende DNA hybridisiert . Anschlieilend 
erfolgt eine Restriktion. Aus dem Verhaltnis der Farb- 
stof f signale laJit sich der Methylierungsgrad der Probe 
(M) bestimmen • 

Fig. 3 zeigt schematisch eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm 
der Erfindung. Dabei wird der Methylierungsstatus ein Tu- 
morprobe mittels eines Test streif ens untersucht. Dazu 
wird die aus der Probe extrahierte DNA an auf einen Test- 
streifen fixierte Oligonukleotide hybridisiert (Schritt 
1) . Anschliefiend erfolgt eine Restriktion mit einem hemi- 
methylierungssensitiven Restriktionsenzym. (Schritt 2) . 
Je' nach Methylierungsstatus der zu untersuchenden DNA er- 
geben sich unterschiedliche Farbmuster {A, B und C, 
Schritt 3) . Aus friiheren Experimenten ist bekannt, welche 
Methylierungsmuster mit bestimmten Typen des Tumors asso- 
ziiert sind (4) . Durch Vergleich mit diesen Daten lasst 
sich eine Aussage uber eine erf olgversprechende Tumorthe- 
rapie herleiten. 

Anhang : Hemimethylierxingssensitive Restriktionsenzyme 

Die unten aufgefuhrten Enzyme zeigen eine Auswahl von 
moglichen, im erf indungsgemafien Verfahren einsetzbaren 
Enzymen. Die Restriktionsstellen sind der REBASE- 
Datenbank entnoinmen. Die auf der linken Seite dargestell- 
ten Konformationen werden geschnitten. In der Mitte ist 
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die Restriktion verlangsamt und auf der rechten Seite 
ganz blockiert. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Untersuchung von Cytosinmethylierungen 
in DNA-Sequenzen, dadurch gekennzeichnet, dass 

a) die zu untersuchende DNA an Oligonukleotide eines 
definierten Methyl ierungsstatus hybridisiert wird, 

b) die Hybride mit mindestens einem hemimethylie- 
rungssensitiven Restriktionsenzyra umgesetzt werden, 

c) detektiert wird, ob eine Restriktion stattgefunden 
hat, 

d) auf den Methyl ierungszust and der untersuchten DNA 
geschlossen wird. 

15 2. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Oligonukleotide an eine feste Phase gebunden 
sind. 


10 


20 


30 5. 


Verfahren gemafi mindestens einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligo- 
nukleotide mindestens eine nachweisbare Markierung 
tragen. 

i 

Verfahren gemafi mindestens einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligo- 
nukleotide mit einem Farbstof f und einem Quencher 
markiert sind, die bei einer Restriktion getrennt 
werden . 

Verfahren gema£ mindestens einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass gleichzeitig 
sowohl methylierte wie auch unmethylierte Oligonukle- 
otide derselben Sequenz verwendet werden. 


35 


6. 


Verfahren gemafi mindestens einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die me thy- 
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liertert und unmethylierten Oligonucleotide unter- 
schiedliche Markierungen tragen. 

7. Verfahren gemafi mindestens einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet , dass raehrere Oli- 
gonukleotide unterschiedlicher Sequenz verwendet wer- 
den, 

8- Verfahren gemaS mindestens einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligo- 
nucleotide an einer sensitiven Oberflache immobili- 
siert sind, deren physikalische oder chemische Eigen- 
schaf ten sich bei einer Restriktion tnessbar veran- 
dern . 

9. Verfahren gemaS Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass es sich bei den veranderbaren Eigenschaf ten urn 
Leitf ahigkeit , Eigenf requenz oder Oberf lachenspannung 
handelt . 

10. Verfahren gemaiS mindestens einem der. Anspruche 8 bis 
9, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Ober- 
fiache um einen Piezo-Kristall handelt . 

11. Verfahren gemaS mindestens einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass ein Restrik- 
tionsenzym verwandt wird, dass unmethylierte und he- 
mimethylierte DNA bevorzugt gegenuber homomethylier- 
ter DNA schneidet. 

12. Verfahren gemaS mindestens einem der voranstehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym 
folgender Gruppe entnommen ist: Acsil; Adel; AscI; 
HinPI; Clal; Ecil; HinPil; Hpy99I; Nrul ; RsrII; Sail. 
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13 . Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 bis 
11 , dadurch gekennzeichnet , dass ein- Restriktionsen- 
zyra verwandt wird, dass unmethylierte DNA bevorzugt 
gegemiber hemimethylierter und hotnomethylierter DNA 
schneidet . 

14. Verf ahren gemafi mindestens einem der vorans t ehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass mehrere un- 
terschiedliche Restriktionsenzyme gleichzeitig oder 
nacheinander eingesetzt werden. 

15. Verwendung der Verf ahren gemaS den Anspruchen 1 bis 
14 zur Diagnose von Krebserkrankungen oder anderen 
mit einer Veranderung des Cytosin-Methylierungsstatus 
assoziierten Krankheiten, zur Vorhersage von uner- 
wunschten Arzneimittelwirkungen und zur Unterschei- 
dung von Zelltypen oder Geweben oder zur Untersuchung 
der Zelldif f erenzierung. 

16. Verwendung von heraimethylierungssensitiven Restrikti- 
onsenzymen zur Methylierungsanalyse, insbesondere zur 
Diagnose von Krebserkrankungen oder anderen mit einer 
Veranderung des Cytosin-Methylienongsstatus assozi- 
ierten Krankheiten, zur Vorhersage von unerwunschten 
Arzneimittelwirkungen und zur Unterscheidung von 
Zelltypen oder Geweben oder zur Untersuchung der 
Zelldif f erenzierung . 

17. Verwendung gemafi Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass eines der folgenden Restriktionsenzyme verwendet 
wird: Acsil; Adel; AscI; HinPI; Clal; Ecil; HinPlI; 
Hpy99I; Nrul; RsrII; Sail. 

18. Ein Teststreif en, auf dem Oligonukleotide mit einem 
unterschiedlichen Methylierungsstatus und/ oder einer 
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unterschiedlichen Sequenz iramobilisiert sind, und der 
Restriktion und Detektion in einem Schritt erlaubt. 

19. Ein Kit, bestehend aus immobilisierten Oligonukleoti- 
den, raindestens einem hemimethylierungssensitiven Re- 
striktionsenzym und den erf order lichen Restriktions- 
puf f ern. 



1 ' m f * 




Zusanimenf assung 


Die folgende Erfindung betrifft ein enzymatisches Verfah- 
ren zur Untersuchung von Cytosin-Methylierungen in DNA- 
Sequenzen. Dabei wird die zu untersuchende DNA an Oligo- 
nukleotide hybridisiert . Die Hybride werden mit Restrik- 
tionsenzymen umgesetzt, die in der Lage sind, hemimethy- 
lierte DNA-Doppelstrange entweder von unmet hyliert en oder 
von homomet hyliert en DNA-Doppelstrangen zu unterscheiden. 
Ober unterschiedliche Detektionsmoglichkeiten kann der 
Methylierungsstatus der zu untersuchenden Cytosin- 
Positionen bestimmt werden. Das Verfahren eignet sich 
insbesondere zur Diagnose von Krebserkrankungen und ande- 
rer mit einer VerSnderung des Methylierungsstatus assozi- 
ierten Krankheiten sowie zur Prognose unerwunschter Arz- 
neimittelwirkungen . 
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